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APPLICATIONS D'UNE NOUVELLE CLASSE D'ENZYMES : LES 

SULFIREDOXINES 

La pr&sente invention est relative aux applications d'une nouvelle 
classe d'enzymes, les sulfir6doxines (Srx), qui catalyse la reduction des d^riv^s Cys- 
SO2H (cyst6ine-acide sulfinique) et notamment la reduction de la peroxyr^doxine (Prx) 
sous sa forme Cys-SOiH en deriv6 thiol. 

Dans les prot^ines, certains groupes thiols de cysteine (Cys-SH), 
ayant une activite r^dox, peuvent 6tre oxyd6s par du peroxyde d'hydrogene (H2O2) en 
acide sulfinique (Cys-SOH). Celui-ci 6tant instable, riagit soit avec n'importe quel 
groupe thiol proche pour former un pont disulfure (C-S-S-C), soit, en I'absence de 
groupe thiol proche accessible, le compost Cys-SOH pent 6tre davantage oxyd6 en 
acide sulfinique (Cys-SOaH) stable ou acide cystdque (Cys-SOsH). 

Les peroxyridoxines (Prxs) sont des enzymes antioxydantes 
comportant de telles cyst6mes k activity redox. Par exemple, les 2-Cys Prxs sont des 
15 homodimeres inverses avec 2 cysteines h activity r6dox par sous-unitS. EUes cata- 
lysent la reduction du peroxyde d'hydrogdne. 

Le site catalytique de ces enzymes comprend deux cysteines a acti- 
vity redox (cysteine N-terminale peroxydatique (Cysp) et cysteine C-terminale de 
resolution (CysR)). 

De maniire plus precise le cycle catalytique de ces peroxyr^oxines 
comprend (Wood ZA et al.. Science, 2003, 300, 650-653 ; Wood et al.. Trends in 
Biochemical Sciences, 2003, 28, 1, 32-40) : 

- I'oxydation de la Cysp-SH en Cysp-SOH (acide sulfdnique) par 

H2O2; 

- la formation d'un pont disulfure entre la Cysp et la CysR de la 
deuxidme sous-unit6 de Prx (Cysp-S-S-CysR) (processus lent) ; 

- la reduction de ce pont disulfure par des riducteurs cellulaires 
classiques tels que le glutathion ou la thiorddoxine (Trx), pour obtenir le produit de 
depart Cys-SH. 

Dans certains cas, les Prxs peuvent etre inactiv6es, par super-oxyda- 
tion de la Cysp-SOH en acide sulfinique (Cysp-S02H) ; cette reaction de super-oxyda- 
tion itait consid6r6e jusqu'^ present comme irreversible, (Wood ZA et al., Science, 
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2003, 300, 650-653). R6cemment (Woo HA et al.. Science, 2003, 300, 653-656 ; 
Georgiou G. et al.. Science, 2003, 300, 592-594), la reversion de la Cys-acide 
sulfinique en compos6 Cys-SH a 6t6 montr6 in vivo dans le cas de la peroxyr^doxine k 
deux cysteines (2-Cys Prx) de mammifire, indiquant Texistence d'une rMuctase 
specifique, qui n'a cependant pas 6t6 identifi^e. Plus pr6cis6ment, ces auteurs ont 
montr6 que, par marquage m^tabolique de cellules de mammiferes avec du ^^S, la 
forme sufinique de la peroxidine I, produite lors de I'exposition des cellules au H2O2, 
est rapidement reduite en forme thiol catalytiquement active. Ces auteurs pensent que 
la reduction de I'acide sulfinique observte lors de ces 6tudes n6cessite I'intervention 
d'en2ymes spdcifiques, qui n'ont pas 6t& identifi^es. Etant donn6 que les Prxs de 
mammiferes r^gulent la signalisation m6dite par H2O2, leur inactivation reversible 
pourrait servir dans le processus de regulation. 

Les peroxyr6doxines (Chae et al., P.N.A.S., 1994, 91, 7022-7026) 
sont des antioxydants ubiquitaires, qui controlent, dans de nombreuses espdces 
(microorganismes. plantes et organismes sup^rieurs y compris les mammiferes), les 
taux de H2O2, qui r6gulent les cascades de signalisation conduisant a une proliferation 
cellulaire, une differentiation et une apoptose (Fujii J. et al.. Redox Rep., 2002, 7, 123- 
130). 

Les Inventeurs ont maintenant identifie la famille d'enzymes qui 
reduisent les Prxs Cysp-SOjH. II s'agit d'une proteine qui comprend au moins un site 
catalytique presentant le motif suivant : FXGCHR, avec X= G ou S et qui a un poids 
moieculaire d'environ 8^14 kDa. 

Cette enzyme est conservee chez les eucaryotes et est denommee ci- 
apres sulfiredoxine (Srx). Chez la levure et en particulier chez Saccharomyces 
cerevisiae, cette enzyme est denommee Srxl et a un poids moieculaire de 13 kDa. 
Chez rhonune, cette enzyme est denommee hSrxl et a un poids moieculaire de 
13,6 kDa. 

Des sequences polypeptidiques identiques h celles de la sulfi- 
redoxine ainsi que les sequences nucieotidiques correspondantes figurent dans la base 
de donnees de sequences NCBI ou GenBank, sous les numeros d'acc^s suivants : S. 
cerevisiae : YKL086W, Homo sapiens : AAH47707, CAC28314, M musculus : 
BAB24939, AAH11325, Arabidopsis thaliana : AAD21682, AA042977, Oryza 
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sativa : BAA95812, Schizosaccharomyces pombe : SPBCl 06.02c, Thermosyne- 
chococcus. elongatus : BAC07716. Drosophila melanogaster : AAF48773. Nostoc sp. 
(PCC7120):NP_488186. 

En revanche, aucune fonction n'a €X€ attribute k ces sequences poly- 
5 peptidiques, dans la base de donn6es de sequences NCBI ou GenBank. 

Les Inventeurs ont maintenant trouv6 un point commun entre ces 
diff6rentes prot^ines : le site catalytique precit6 et une fonction : la catalyse de la 
reduction des Prxs Cysp-SOaH. 

La reaction catalys6e par la svdfir^doxine (Srx) est r&um^ k la 

10 figure 1. 

La pr^sente invention a en consequence pour objet I'utilisation d'une 
prot^ine d^nommee sulfir6doxine (Six), qui compiend au moins un site catalytique 
pr6sentant le motif suivant : FXGCHR, avec X= G ou S, pour catalyser la reduction 
des peroxyrddoxines (Prxs) sous leur forme super-oxyd6e Pix-Cysp-SOaH (peroxy- 
1 5 r6doxine cysteine acide sulfinique) en d6riv6 thiol (SH). 

La sulfir6doxine joue done un rdle tr^s important dans la fonction 
antioxydante des peroxyr^doxines et est impliqu6e dans la reparation ou le contrdle 
des proteines modifies par la formation d'une cyst^ine-acide sulfinique. 

Selon un mode de realisation avantageux de ladite utilisation, ladite 
sulfiredoxine est une sulfir6doxine de microorganisme, de plante ou d'organisme 
superieur, qui comprend gen6ralement entre 80 et 170 acides amines et au moins le 
site catalytique pr^sentant le motif suivant : FXGCHR, avec X= G ou S. EUes pr^sen- 
tent entre elles les pourcentages d'identite et de similarity suivants : 

. levure/homme : 31 % d'identite et 67 % de similarity 
. levure/plantes : 23 % d'identite et 39 % de similarity 
. levure/souris : 31 % d'identite et 51 % de similarity 
. levure/champignons : 80 % d'identity et 90 % de similarity. 
Conformyment k I'invention, I'identity d'une syquence par rapport a 
une syquence de ryfyrence (SEQ ID NO :1 conespondant h la syquence de la Sixl de 
5: cerevisiae) s'apprycie en fonction du pourcentage de residus d'acides amines qui 
sont identiques, lorsque les syquences correspondant a la rygion catalytique telle que 
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d6finie ci-dessus sont aligntes, de manidre h. obtenir le maximum de coirespondance 
entre elles. 

Une prot^ine ayant une sequence en acides amines ayant au moins 
X % d'identit6 avec la sequence de rdf^rence SEQ ID NO: 1 est d^finie, dans la 
pr6sente invention comme une proteine qui peut inclure jusqu'^ 100-X alterations pour 
100 acides amines de la sequence SEQ ID NO: 1. Au sens de la pr^sente invention, le 
terme alteration inclut les delations, les substitutions ou les insertions cons^cutives ou 
dispers6es d'acides amines dans la sequence de r6f6rence. Cette definition s'applique, 
par analogic, aux molecules d'acide nucieique. 

La similarity d'une sequence par rapport a la sequence de reference 
SEQ ID NO: 1 s'apprecie en fonction du pourcentage de residus d'acides amines qui 
sont identiques ou qui different par des substitutions conservatives, lorsque les 
sequences soiit alignees de mani^re k obtenir le maximum de correspondance entre 
elles. Au sens de la presente invention, on entend par substitution conservative, la 
15 substitution d'un acide amine par un autre qui presente des proprietes chimiques simi- 
laires (taiUe, charge ou polarite), qui generalement ne modifie pas les proprietes 
fonctionnelles de la proteine. 

Une proteine ayant une sequence en acides amines ayant au moins 
X % de similarite avec la sequence SEQ ID NO: 1 est defmie, dans la presente inven- 
tion comme une proteine dont la sequence peut inclure jusqu'^i 100-X alterations non- 
conservatives pour 100 acides amines de la sequence de reference. Au sens de la 
presente invention, le terme alterations non-conservatives inclut les deletions, les 
substitutions non-conservatives ou les insertions consecutives ou dispersees d'acides 
amines dans la sequence SEQ ID NO: 1 . 

Ladite sulfiredoxine est notamment seiectionnee parmi les proteines 
dont les sequences correspondent respectivement aux sequences SEQ ID NO ilhlO, 
illustrees aux figures 2 et 3 ou representees dans la liste de sequences : S. cerevisiae : 
SEQ ID NO :1 ; C. albicans : SEQ ID NO :2 ; S. pombe : SEQ ID NO :3 ; H. sapiens : 
SEQ ID NO :4 ; M. musculus : SEQ ID NO :5 ; D. melanogaster : SEQ ID NO :6 ; A. 
30 thaliana : SEQ ID NO :7 ; T. elongatus : SEQ ID NO :8 ; Nostoc sp. : SEQ ID NO :9 
et Oryza sativa : SEQ ID NO :10. 



20 



25 



wo 2005/005627 PCT/FR2004/001727 

5 

La pr^sente inv^tion a 6galement pour objet un peptide isol6, 
correspondant au site catalytique de la Srx, caract6ris6 en ce qu'il est d^fini par la 
sequence suivante : EXGCHR, avec X = S. 

La pr^sente invention a ^galement pour objet des anticorps anti-Srx, 
5 caract6ris6s en ce qu'ils sont obtenus par immunisation convenable d'un animal avec 
une proteine Srx, d6finie par une sequence s61ectionn6e dans le groupe constitu6 par 
les SEQ ID NO :l-3, 5-6 et 8-10 ou le peptide FXGCHR, avec X = S. 

Lesdits anticorps sont soit des anticorps polyclonaux, soit des anti- 
corps monoclonaux. 

^® La pr&ente invention a 6galement pour objet un medicament, carac- 

t6ris6 en ce qu'il comprend une quantity efficace d'une prot6ine d6finie par une 
s^uence s61ectionn6e dans le groupe constitu6 par les SEQ ID NO-1-3 et 5-10 et 
^ventuellement au moins un excipient pharmaceutiquement acceptable. 

La pr&ente invention a aussi pour objet I'utilisation d'une prot6ine 
1 5 telle que d6finie ci-dessus pour la preparation d'un medicament antioxydant destine h 
traiter les cancers, les troubles neurodegeneratifs et les maladies neuromusculaires, 
dans lesquels Ton observe une defaillance du syst^me antioxydant Prx/Srx. 

La pr6sente invention a egalement pour objet un proc6de de d^pis- 
tage de maladies liees au cancer, au vieillissement, aux maladies neurodegeneratives 
et aux maladies neuromusculaires, lequel procede est caracterise en ce qu'il 
comprend, pour evaluer I'implication du systeme antio^dant Prx/Srx : 

(1) la mise en contact in vitro des cellules d'xm echantillon biolo- 
gique avec du peroxyde d'hydrog^e (Hx02), 

(2) la detection de la Prx-Cysp-SOzH formee, entre 1 heure et 4 
25 heures aprSs ladite mise en contact selon I'etape (1), et 

(3) retablissement du rapport des quantites de Prx-Cysp-SOzH et de 
Prx-Cysp-SH, h partir de 4 heures aprSs ladite mise en contact selon I'etape (1). 

L'echantillon biologique est notamment constitue de cellules 

sanguines. 

Des rapports Prx-Cysp-SOzH/ Prx-Cysp-SH > 1 sont le signe d'une 
pathologic du systeme antioxydant Prx/Srx , liee k \m dysfonctionnement de la Srx. 
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Ainsi, un tel proc6d6 pennet d'6valuer si le systeme antioxydant 
Prx/Srx fonctionne nonnalement au non. La connaissance des m6camsmes impliqu^s 
dans I'^tiologie de la maladie pennet de s61ectionner le traitement le plus adapts a la 
situation, notamment dans les cas de syst^mes antioxydants Prx/Srx d^faiUants. 
5 En variantes, ledit proc6d6 de d^pistage comprend : 

A. le R6notypage de la sulfirddoxine, k partir de I'ARN total d'un 
^chantillonbiologique convenable, notamment des cellules sanguines. 

De mani^re plus precise, ledit proc6d6 comprend : 

(1) I'extraction de I'ARN total, k partir d'un 6chantillon biologique 

10 convenable, 

(2) la preparation d'ADNc sp^cifique de la sulfir^doxine, par ampli- 
fication de I'ARN k I'aide des deux amorces suivantes : 

GTCCCGCGGCGGCGGCGACG (SEQ ID NO :1 1) 
AGCAGGTGCCAAGGAGGCTG (SEQ ID NO :12), 
IS ces sequences 6tant situ^es respectivement en amont et en aval de I'ORP de la sulfi- 
r^doxine humaine (GenBank n*' AAH47707), 

(3) r^tablissement de sa sequence nucl6otidique et 

(4) la comparaison par rapport k une sequence d'ADN codant pour 
une prot^ine Srx, telle que definie ci-dessus, issue de la mgme espece que celle de 

20 r^chantillon biologique a analyser. 

^- ia quantification relative, par tout moyen appropri6, de I'ARNm 
codant pour la sulferidoxine humaine (hSrxl) k partir des ADNc totaux pr6par6s k 
partir d'un echantiUon biologique humain, par comparaison avec un 6chantillon de 
reference. 

L'6chantillon de r6f6rence est en particulier un EchantiUon obtenu k 
partir d'un sujet t^moin sain. 

Conform6ment k I'invention, pr6alablement k ladite quantification, 
ledit proc6d6 comprend une 6tape d'extraction des ARN totaux. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de mise en oeuvre, 
30 ladite quantification comprend : 
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(al) la preparation d'ADNc k partir de 1*ARN total par transcription 
inverse avec des amorces appropri^es et notamment des amorces al6atoires hexa- 
nucHotidiques ; 

(a2) Pamplification dudit ADNc en presence de la paire d'amorces : 
5 GTCCCGCGGCGGCGGCGACG (SEQ ID NO :1 1) 

AGCAGGTGCCAAGGAGGCTG (SEQ ID NO :12), 
en presence d'un reporter fluorescent et de fa9on simultan6e ou 

s^quentielle, 

(a3) la detection de la quantity de I'amplimdre (ou amplicon) par 
10 mesure du signal fluorescent. 

L'amplification de 1' ARNm est effectuee par RT-PCR ; les 6tapes de 
transcription inverse et d'amplification PGR sont, soit dissoci6es et dans ce cas la 
quantification est r6alis6e par PCR-quantitative, soit elles sont coupl^es et dans ce cas 
la quantification est r6alis6e par RT-PCR quantitative. 

De preference, ladite quantification est realisee k I'aide d'un etalon 
interne conune par exemple, la sous-unite 18S d'ARN ribosomal. 

Selon une autre disposition avantageuse de ce mode de mise en 
oeuvre, le reporter fluorescent est seiectionne dans le groupe constitue par des agents 
se liant k 1' ADN double-brin et des sondes fluorescentes. 

2® De preference, ladite quantification est realisee en temps reel, c'est-a- 

dire que la detection et la quantification du signal fluorescent emis sont effectuees 
pendant le processus d'amplification, dans la mesure ou 1' augmentation du signal est 
directement proportionnelle k la quantite d'amplimeres produits durant la reaction. 

Les principes generaux de la PGR et de la RT-PCR quantitatives en 

25 temps reel, ainsi que les differentes techniques de detection quantitative des ampli- 
mdres : k I'aide d'agents se liant k I'ADN double-brin (agents intercalants : bromure 
d'ethidium, SYBR Green I, YO-PRO-1 ; agents se fixant au sillon mineur : Hoechst 
33258) ou k I'aide de sondes fluorescentes, k savoir: hydrolyse de sondes par 
I'activite 5' nuclease de I'ADN polymerase (TaqMan™), hybridation de 2 sondes 

30 (Hybprobes), balises moieculaires (Molecular Beacons) et amorces scorpion 
(Scorpion primers), sont connues de I'Homme du metier et sont notamment decrites 
dans Poitras et al.. Reviews in Biology and Biotechnology, 2002, 2, 1-1 1. La PGR et 
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la RT-PCR quantitative en temps rdel k I'aide de sondes du type TaqMan™ sont 

notamment d6crites, respectivement dans Heid C. et al. (Genome Research, 1996, 6, 

986-994) et Gibson U. et al. (Genome Research, 1996, 6, 995-1001). 

Selon une modalite avantageuse de ce mode de mise en oeuvre, 

5 lorsque ledit reporter fluorescent est une sonde, il est de pr6f6rence s61ectionn6 dans le 

groupe constitu6 par les sondes d6fmies par les sequences suivantes : 

TTAATTGAATTCATGGGGCTGCGTGCAGGAGG (SEQ ID NO :13) et 

TTTTCCTTTTGCGGCCGCCTACTACTGCAAGTCTGGTGTGGATG (SEQ ID 
NO :14). 

L'extraction de I'ARN, la preparation de I'ADNc et l'6tablissement 
de la sequence sont r^alistes en utilisant les techniques classiques, selon les protocoles 
standards tels que ceux d^ts dans Current Protocols in Molecular Biology 
(Frederick M AUSUBEL, 2000. Wiley and son Inc. Library of Congress, USA). 

La pr^sente invention a ^galement pour objet un proc6d6 de d^pistage 
15 de maladies li6es au cancer, au vieillissement, aux maladies neurodegeneratives et aux 
maladies neuromusculaires, lequel precede est caracterise en ce qu'il comprend : 

- I'immunodetection de la proteine Srx dans un echantillon biologique 
h tester, a I'aide d'un anticoips obtenu par immunisation convenable d'un animal avec 
une proteine Srx ou le peptide FXGCHR, avec X=G ou S, aprSs separation des 

20 proteines totales par eiectrophordse, puis 

- revaluation de la qualite et de la quantite de ladite proteine Srx par 
rapport h une proteine Srx contr61e. 

Ladite detection-quantification est avantageusement realisee par la 
methode du Western blot. 

La presente invention a egalement pour objet Tutilisation de la 
sequence codant pour une proteine Srx, telle que definie ci-dessus ou d'un vecteur 
contenant ladite sequence codante, pour I'obtention de plantes dont les capacites de 
resistance au stress (secheresse, froid, chaleur toxiques oxydants presents dans 
I'environnement) sont significativement augmentees, 

Les sequences codant pour la proteine Srx peuvent Stre aisem«it 
obtenues k partu: des bases de donnees de sequences precitees. 
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La pr^sente invention a ^galement poiir objet des cellules h6tes, 
caract6ris6es en ce qu'elles sont transfonn^es par un vecteur recombinant contenant 
une sequence codant pour une prot^ine Srx, d^finie par une sequence s61ectionnee 
dans le groupe constitu^ par les SEQ ID NO :l-3, 5-6 et 8-10. 
5 Selon un mode de realisation avantageux de ladite cellule bote, elle 

est constitute par une souche de S. cerevisiae surexprimant le gdne SRXL 

Selon un autre mode de realisation avantageux de ladite cellule bote, 
elle est constitute par une cellule de mammifere modifite par un vecteur surexprimant 
legene hSrxl. 

^® Le vecteur est avantageusement \m vectexir navette E. colilS. cerevi- 

siae comprenant au niveau d'un site de clonage, la sequence codant pour la prottine 
Srx et le promoteur du gtne Srx. II s'agit notamment du plasmide pRS316 (n°ATCC 
77145). 

Le promoteur du gene Srx est 400 paires de bases en amont du site 
15 d'initiation de la traduction ; il est reperable sur le site http://www.veastgenome.org/ 
(n° d'accfes YKL086W). 

Ces cellules h6tes transformtes par un tel vecteur sont particulitre- 
ment inttressantes pour I'ttude du systeme antioxydant Prx/Srx et le criblage in vitro 
de medicaments modulant T activity du systeme antioxydant Prx/Srx. 

En consequence, la prtsente invention a tgalement pour objet un 
proctdt de criblage de medicaments aptes k moduler 1' activity du systtme antioxydant 
Prx/Srx, caracttrise en ce qu'il comprend : 

(1) la mise en contact de la substance a cribler avec des cellules 
hStes selon Tinvention, en presence de peroxyde d'hydrogene, 
25 (2) la detection de la Prx-Cysp-SOiH formee, entre 1 heure et 4 

heures aprts ladite mise en contact selon retape (1), 

(3) retablissement du rapport des quantites de Prx-Cysp-S02H et de 
Prx-Cysp-SH, a partir de 4 heures aprSs ladite mise en contact selon Tetape (1). 

La presente invention a egalement pour objet im procede de criblage 
30 de medicaments utiles dans le traitement des cancers, des maladies neurodegeneratives 
et des maladies neuromusculaires, lies k une defaillance du systdme antioxydant 
Prx/Srx, caracterise en ce qu'il comprend ; 
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a) la raise en contact de la substance k tester avec xm extrait de 
cellules hdtes modifi6es telles que d6finies ci-dessus ou un 6chantillon biologique d'un 
animal transg^nique non humain, notanunent des souris, s61ectionn6 dans le groupe 
constitu6 par des animaux dans lesquels le gene de la prot^ine Srx est invalid6 et des 

5 animaux dans lesquels le g^ne de la prot^ine Srx, est surexprim6 en presence de 
peroxyde d'hydrogdne, 

b) la mesure par tout moyen appropri^, de I'activit^ antioxydante du 
systeme Prx/Srx du melange obtenu en a), et 

c) la selection des substances capables de stimuler ou d'inhiber ladite 

10 activity. 

La mesure de ladite activity est notamment effectu6e par la detection 
de la Prx-Cysp-SOjH formee, entre 1 heure et 4 heures aprds ladite mise en contact 
selon ratape (a) et I'^tablissement du rapport des quantit6s de Prx-Cysp-S02H et de 
Prx-Cysp-SH, k partir de 4 heures aprds ladite mise en contact selon I'etape (a). 

La pr&ente invention a 6galement pour objet un proc6de de criblage 
de medicaments utiles dans le traitement des cancers, des maladies neurodegeneratives 
et des maladies neuromusculaires, lies k une defaillance du systdme antioxydant 
Prx/Srx, caracterise en ce qu'il comprend : 

(1) la mise en contact de la substance k cribler avec des mammiferes 
20 transgeniques non-humains, notanunent des souris, seiectionne dans le groupe consti- 

tue par des animaux dans lesquels le g^e de la proteine Srx est invalide et des 
animaux dans lesquels le gSne de la proteine Srx est surexprime, et 

(2) la mesure de la survie de I'animal. 

L'obtaition de mammif&res transgeniques non-humains est realisee 
en utilisant des methodes classiques et notamment selon les protocoles decrits dans 
Transgenic animals generation and use (CM. Houdebine Ed., Harwood academic 
publishers, Amsterdam). 

La presente invention a egalement pour objet un procede de reduc- 
tion d'un produit comprenant au moins deux cysteines a activite redox, lequel procede 
est caracterise en ce qu'il comprend la mise en contact de ladite proteine avec une 
sulfiredoxine (Srx), qui comprend au moins un site catalytique presentant le motif 
suivant : FXGCHR, avec X= G ou S, en presence d'ATP et de magnesium. 



15 



25 



30 



wo 2005/005627 PCT/FR2004/001727 

11 

La reduction du produit comprenant au moins deux cysteines k acti- 
vity redox implique son activation par phosphorylation suivie d'une reduction du 
soufre, ces deux activit^s 6tant catalys6es par la sulfir^doxine. 

La pr^sente invention a ^galement pour objet un proc6d6 de synthase 
5 d'un produit comprenant des r&idus Cys-SH k partir de produits comportant des i^si- 
dus Cys-SOaH, caract6ris6 en ce qu'il comprend une €tape de reduction du produit 
comportant les residus Cys-SOaH en produit comprenant des r^sidus Cys-SH, en 
presence d'une sulfir^doxine, d' ATP et de magn6sium. 

Outre les dispositions qui precedent, I'invention comprend encore 
10 d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se r6ftre k 
des exemples de mise en oeuvre du proc6d6 objet de la pr^sente invention ainsi qu'aux 
dessins annexes, dans lesquels : 

- la figure 1 illustre la reaction catalysfe par Srxl. 

- les figures 2 et 3 repr&entent la comparaison des sequences de 
15 Srxl dans diff&entes espdces ; figure 2 : S. cerevisiae, C. albicans. S. pombe, H. 

sapiens, M. musculus. D. melanogaster et ^. thaliana; les regions identiques sont 
encadr6es ; le site catalytique se trouve autour de la cysteine conserv^e. indiqu^e par 
un ast^risque; figure 3 : 5". cerevisiae, H. sapiens. M. musculus. D. melanogaster. 
A. thaliana, T. elongatus et Nostoc sp. . Les n° d'acc^s GenBank sont indiqu6s sur cette 
20 figure. L'alignement des sequences a 6t6 r6alis6 k I'aide du logiciel CLUSTALW. Les 
acides amin6s identiques dans environ 65 % des sequences sont encadr6s. Le site actif 
Srxl comprenant une cysteine (fltehe noii«) et les autres cysteines (fldche blanche) 
sont indiqu^s. 

- la figure 4 illustre le recyclage de la forme cyst6ine-acide 
25 sulfinique de la Tsal , dependant de la Sixl ; figures 4a et 4b : analyse PAGE 2D des 

formes r^duite (SH) et oxydfe (SO2H) de la Tsal marquee k la ^^S-Met dans des 
cellules sauvages et des cellules /isrx] expos6es au H2O2 (500 nM) pendant la p6riode 
indiqu^e ; les figures 4c et 4d correspondent k des Western blot de formes r6duite 
(2xAMS) et oxyd^e (IxAMS) de Tsal k partir de cellules WT (c) ou de cellules ^rxl 
(d) trait^es au H2O2 aprds alkylation in vitro avec de I'AMS. AprSs induction de 
I'expression de Sixl pendant 15 min avec de I'HjOz (100 yM), les cellules sont 
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traittes avec de la cycloheximide (CHX) 5 min avant le traitement k V H2O2 
(500 nM). 

- la figure 5 illustre le r6Ie jou6 par la prot^ine Srxl dans la resis- 
tance des cellules au stress induit par du peroxyde d'hydrog^ne ; des tests de sensibi- 

5 lite sont realises en faisant croitre une souche sauvage (WT) et une ceUule invalid^e 
iJsrxJ) ou une souche mutante srxl^«^s ^^.^^^ contenant des 

concentrations croissantes (en mM) de peroxyde d'hydrogdne (H2O2) (figure 5a et 
5b) : figure 5a : resistance h H2O2 de la souche sauvage (WT), de la souche invalidee 
iJsrxJ) et de la souche mutante srxl°^^ figure 5b : Western blot (incrustation) et 
10 QT-RT PGR de la proteine Srxl 6tiquet6e i HA et de I'ARNm dans des cellules 
traitees au peroxyde d'hydrogSne (400 nM). 

- la figure 6 illustre le r61e joue par la proteine Srxl dans la resis- 
tance des cellules au stress induit par du t-butyl hydroperoxyde ; des tests de sensibi- 
lite sont reahses en faisant croitre une souche sauvage (WT), une cellule invalidee 
(/isrxl), une souche sauvage surexprimant Tsal ou Srxl, une cellule invalidee ^isrxJ) 
exprimant Tsal, une cellule invalidee (^tsal) et une cellule invalidee (/ItsaJ) 
surexprimant Srxl dans des boites de Petri contenant des concentrations croissantes de 
t-butyl hydroperoxyde (tBOOH) ; les concentrations sont exprimees en mM. 

- la figure 7 illustre I'interaction entre Tsal et Srxl de fa9on 
20 covalente (pont disulfide) et non-covalente ; Figure 7a : Western blot de la proteine 

Sixl etiquetee HA (pistes 1, 2 et 3) ou de la Sixl^"^ etiquetee HA (piste 4) exprimees 
dans une souche sauvage (WT) (pistes 1, 2, 4) ou dans des cellules AtsaJ (piste 3) 
traitees 15 mm avec H2O2 (500 nM) aprfes une eiectrophorese SDS-PAGE realisee en 
conditions reductrices (R) (piste 2) ou non reductrices (NR) (pistes 1, 3, 4) ; figure 
7b : les proteines co-purifiees avec la Srxl etiquetee avec la 6His (pistes 2,4) ou la 
Srxl non etiquette (pistes 1, 3) dans des conditions non-reductrices, sont separees par 
SDS-PAGE dans des conditions non-reductrices (pistes 1, 2) ou reductrices (pistes 3, 
4) et visualisees par coloration au bleu de Coomassie. Les bandes de proteines sont 
identifiees par spectrometrie de masses MALDI-TOF comme indique. 

- la figure 8 montre que la proteine Srxl et I'ATP sont necessaires k 
la reduction de la Tsal oxydee in vitro par Srxl ; figures 8 a et b : Analyse en Western 
blot des formes reduite (SH) et super-oxydee (SO2H) de la Myc-Tsal dans des lysats 
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de cellules /Itsal incubdes 15 min ^ 30«C avec de la Srxl purifi^e et de I'ATP, aux 
concentrations indiqu^es ; figure 8c : Analyse en Western blot des formes r^duite 
(SH) et super-oxyd6e (SO2H) de la 6His-Tsal incub^e pendant 15 min i 30»C avec de 
la Srxl purifide, de I'ATP (1 mM) et du Mg^ (1 mM), comme indiqu^. 
5 - la figure 9 illustre le r61e de la hSrxl dans la reduction des 6His- 

Prxl et 6His-Prx2 dans leurs formes superoxyd^es. 

II doit 6tre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donn6s 
uniquement k titre d'iUustration de I'objet de I'invention, dont ils ne constituent en 
aucune manifere une limitation. 
1 0 Example 1 : Ma^t^riel et M^thodes. 

1.1. Souches 

Les souches de S. cerevisiae utilis6es sont la souche YPH98 
(Sikorski R. et al.. Genetics, 1989. 122. 19-27) (MATa, ura3-52, lys2-801™"»*. ade2- 
I01'*'^tpl-Al Ieu2-Al) et ses d^riv^ isog^niques. Les souches Asrxl, Atrrl et Atsal 
sont r^is6es en remplafant la region codante de SRXl (sulfir6doxine) et de TRRl 
(tiiior^doxine reductase) par KANMX4 et le cadre ouvert de lecture TSAl par TRPl 
{tyrosinase-related protein V). 

Les souches surexprimant Tsal et Srxl sont identiques aux pr6c6- 
dentes, sauf qu'elles portent chacune une d^l^ion du gene Tsal ou Srxl et portent le 
20 plasmide h. copies multiples psRS426 (n°ATCC 77 1 07) ; 

Les ceUules sont cultiv6es k SO^C dans un milieu YPD (extrait de 
levure k 1 %. bactopeptone k 2 % et glucose k 2 %) ou un miUeu CASA (base azotte 
de levure k 0,67 %, casaminoacides k 0,1 %, glucose i 2 %), complements en adenine, 
tryptophane et uracile. 
25 1.2. Plasmides 

Les protdines de fiision suivantes : 

- Srxl -HA : protSine de fusion comprenant la fiision de deux Epi- 
topes HA en C-terminal de Srxl et 

- 6His-Srxl : protSine de fiision entire Srxl et k son exti:6mit6 N- 
30 terminale six Etiquettes histidine, 

sont constiiutes par PGR en deux Etapes : les amorces nucl6o- 
tidiques utilisEes pour la PGR incorporent la sequence de I'un ou I'aufre des Epitopes 
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HA (d^fini par Tanticorps commercial recomiaissant P^pitope HA 12CA5, Babco, 
MMS-101 R) et 6His (6 histidines) et amplifient la sequence codante complete de 
Srxl, flanqu^e par 400 et 200 paires de bases en amont et en aval de leur sequence et 
clon^ au site EcoRI du plasmide pRS316 (n°ATCC77145) ou du plasmide pRS426 
5 (n°ATCC 77107). 

Myc-Tsal, une prot^ine de fusion comprenant a I'extr^mit^ N- 
terminale de Tsal, un Epitope Myc (d^fini par I'anticorps anti-Myc. 9E10, Babco, 
MMS-150R) est construite et clon6e de mani^re similaire au site EcoRI du plasmide 
pRS316. La mutag6ndse dirig6e pour la generation des mutants Cys>Ser est r6alis6e 
10 par un protocole standard d' amplification par PGR k I'aide d' oligonucleotides 
amorces comportant la sequence modifi6e. 

1.3. Analyse des prot6ines 

* Pour Tanalvse en PAGF. les cultures cellulaires en d6but de 
phase exponentielle (DO600nni=0,3) sont marquees avec de la ^^S-Met (100 |iCi) 20 

15 min k SO^C, suivie d'une chasse de la methionine marquee par de la methionine froide 
(1 mM final) et de la cysteine (0,1 mM final) et traitees avec de I'HiOz (500 \iM). Les 
cellules sont soxraiises a une analyse PAGE 2D comme decrit dans Maillet et al. (J. 
Biol. Chem., 1996, 271, 10263-10270). 

* Pour Panalvse de I'etat redox in vivn He. Rrv|-W^ des lysats de 
20 cultures de cellules en debut de phase exponentielle de culture (DO600nm=0,3) sont 

prepares par le protocole de lyse k Pacide trichloroacetique (Delaxmay et al., EMBO 
J., 2000, 19, 5157-5166). Les proteines precipitees sont solubilisees dans un tampon 
A [Tris-Cl, pH 8 (100 mM), SDS (1 %), EDTA (1 mM)] contenant du N- 
ethylmaieunide (NEM) (50 mM). 
25 Les extraits sont separes par SDS-PAGE i 1 7 % dans des conditions 

reductrices et non reductrices et la Srxl -HA est detectee par I'anticorps monoclonal 
12CA5precite. 

* Pour la d^rivatisation de la cysteine de Mvc-Tsal nar AMS les 
extraits cellulaires sont traites dans les memes conditions que celles du protocole de 

30 lyse TCA, sauf que les proteines precipitees sont d'abord solubilisees dans le tampon 
A contenant du DTT (50 mM) pendant 1 h k 37°C, precipitee par le TCA mises en 
suspension dans un tampon A contenant de I'AMS (15 mM) pendant 2 h i 37°C. Les 



wo 2005/005627 PCT/FR2004/001727 

15 

extraits ceUulaires sont s6par6s par SDS-PAGE k 20 % dans des conditions r^ductrices 
etMyc-Tsal est immimod6tect6 avec I'anticorps monoclonal anti-Myc 9E10, pr6cit6. 

* Pour la reduction in vitrn soit 3 ^l de lysat (2 mg/ml) de cellules 
Asrxl trait^es k VH2O2 comprenant de la Myc-Tsal oxyd6e, soit de la 6His-Tsal oxy- 
5 d6e et purifi6e (0,5 mg) sont ajoutds dans le tampon de ration (RM) (80 |il final) 
[Tris-Cl pH 6,8 (50 mM), KCl (100 mM)] contenant de la Srxl purifite exprim^e par 
un baculovirus, de I'ATP et du MgClj aux concentrations indiqu6es et incubus 15 min 
k 30°C. La 6His-Tsal est oxyd6e en cyst6ine-acide sulfinique par incubation dans le 
tampon RM contenant du DTT (10 mM) et de I'HzOj (1 mM) pendant 30 min et 
1 0 dilufe 1 6 fois de le milieu r^actionnel. 

1.4. Purification de s protdines recombinantes 
. La Srxl et la hSrxl sont e>q)rim6es dans des cellules d'insecte 
High Five en utilisant le systSme d'expression en baculovirus Bac-To-Bac® 
(Invitrogen) et purifites successivement par chromatographe d'^changes d'ion, 
15 chromatographic d'affinit^ et HPLC (8ml-Poros® 50HS, 8ml-Poros® 50HE, 0,8ml- 
Poros® 20HS) (Applied Biosystems). 

. La 6His-Tsal est exprim^e dans des cellules E. coli BL21 k partir 
du plasmide pET28a-Tsal aprds induction a I'isopropyl-thio-p-D-galactopyranoside, 
conform6ment aux recommandations du fabricant (Stratagtee). Les cellules sont 
20 mises en suspension dans un tampon de lyse [Tris-Cl pH 6,8 (50 mM), KCl (100 
mM), DTT (2 mM), imidazole (20 mM)], supplements en fluorure de ph6nyhn6thane- 
sulfonyle (PMSF) (1 mM), lys6es par des cycles cong61ation-d6cong61ation et sonica- 
tion. Les extraits sont centrifiigSs 30 min a 30.000 g et le sumageant est pass6 dans 
une colonne d'agarose Ni-NTA (Qiagen). Aprds lavage de la colonne avec le tampon 
25 de lyse, la Tsal est €\yx€t par du tampon de lyse supplements en imidazole (150 mM). 

La puretS et la concentration des protSines purifiSes est dSterminSe 
par coloration au bleu de Coomassie aprSs SDS-PAGE et test Bradford (Biorad). 
1-5. Purification des partenaires de reaction de la Srxl 
La 6His-Srxl et la Srxl sont exprimSes k partir du plasmide pRS426 
30 dans la souche Atrrl, dSpourvue du gSne de la thiorSdoxine reductase qui stabilise les 
ponts disulfiires. Les cellules sont cultivSes jusqu'au miUeu de la phase exponentielle 
(DOeoonm = 0,8) et traitSes par H2O2 (5 mM) pendant 5 min, lavSes deux fois dans de 
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I'eau suppWmentde en MEM (10 mM), congel^es et lysfes dans une presse Eaton dans 
un tampon C [Tris-Cl pH 8 (100 mM), NaCl (50 mM) EDTA-sans inhibiteur de 
protease (Roche-Boerhinger), PSMF (1 mM), imidazole (20 mM), NEM (10 mM)]. 
L'extrait cellulaire est centrifuge lh30 h 10.000 g et le sumageant est pass^ dans une 
5 colonne Ni-NTA (Qiagen). Apres lavage, de la colonne avec un tampon D [Tris-Cl pH 
8 (100 mM), NaCl (50 mM)] + imidazole (20 mM), les prot^ines sont 61u6es avec le 
tampon D + imidazole (300 mM). 

1 .6. Analyse de TARN 

L'ARN total est extrait comme d^crit dans Lee et al. (J. Biol. Chem., 
10 1999, 274,4537-4544) et TADNc est synth6tis6 par transcription inverse avec des 
amorces al&toires hexanucl6otidiques, k partir d' h\ig d'ARN total. 

Une PCR quantitative (Biorad iCycler) est r6alis6e en utilisant la 
m6thode au SYBR Green I fluorescent, avec les amorces specifiques de SRXl ou 
ACTl, trois fois s6par6ment, confoim^ment aux recommandations du foumisseur. 
15 Exemplel; R6versibUit£ de la sur-oxydatibn de la cysteine de la Tsal par 
I'activitt catalytique de la Srxl. 

2.1 Materiel et m6thodes 

L'une des 5 Prxs de S. cerevisiae, la Tsal, est une 2-Cys Prx et 
constitue Tantioxydant principal chez la levure avec une specificity de substrat large 
20 envers a la fois H2O2 et les peroxydes organiques. 

L'oxydation de Tsal et la reversibility de cette reaction en presence 
de Srx ont ete analysees selon deux techniques : 

(A) s^aration selon le point iso61ectrique de la protdine en gel k 
deux dimensions (61ectrophorese PAGE en 2D) ; les cellules de souche sauvage (WT) 
25 et la souche invalidee Asrxl sont initialement soumises h un marquage radioactif in 
vivo des proteines suivie d'une chasse de I'eiement radioactif avant d'etre traitees au 
H2O2, pendant des durees differentes (0, 2, 30 et 90 minutes de traitement) ; la tSche 
de gauche (figure 4a) represente la foime native de la proteine et la tSche de droite 
(figure 4a) la forme acide (acide sulfinique). 

CB) alkylation dififerentielle des thiols; les cellules de souche 
sauvage (WT) et souche invalidee Asrxl portant une copie etiquetee de Tsal sont 
traitees k la cycloheximide (CHX) pour bloquer la synthdse proteique de novo en 
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cours d'analyse, puis trait^es k rH202. Les prot^ines sont extraites, r^duites au DTT 
puis les thiols sont alkyl^s par un compost de SOODa, I'acide 4-ac6tamido-4'- 
mal6iinidylstilb&ie-2,2'-disulfonique (AMS) qui alkyle les cyst6ines au niveau des 
groupes SH libres mais pas sous forme de sulfinate, augmentant le poids mol6culaire 
5 de la protdine de 0,5 kDa par cysteine alkyl^e (AMS) ; la difference de taiUe entre les 
prot^ines portant deux thiols alkyl6s (cysteines reduites ou pont disulfure, indiqu6 
« 2 AMS » sur les figures 4c et 4d ou un thiol alkyl6 (acide sulfinique, indiqu6 
« 1 AMS » sur les figures 4c et 4d) est observ6e aprfes separation selon leur taiUe sur 
un gel SDS-PAGE. La prot^ine est r6v616e par Western Blot ; 

10 2.2 RIsultats 

Les r6sultats sont present6s aux figures 4a et 4b. 
Dans les extraits cellulaires non-trait6s, Tsal ^parait comme une 
tache double : I'une intense correspondant i environ 85% de I'enzyme totale h une 
position de pi de 4,8 (+/- 0,05), ce qui correspond k une Tsal r6duite (le pi th^orique 

15 de la Tsa est 4,87) ; I'autre tache plus fine se situant a une position de pi plus acide de 
4,7 (+/- 0,05), ce qui correspond k la Tsal oxyd^e (la valeur th^orique de la forme 
acide sulfmique de la cysteine de la Tsal est 4,75). Apres deux minutes de traitement 
par H2O2 (500nM), la proportion de Tsal oxyd^e augmente au detriment de la Tsal 
reduite, et ce jusqu'a une proportion d'environ 90% des proteines totales. Apr6s 30 

20 minutes de traitement, le rapport Tsal reduil^oxyde revient k celui des cellules non- 
traitees. La r6apparition de la tSche de Tsal leduite provient de la Tsal oxydee et non 
de Tsal synthetis6e de novo, etant donn6 que le marquage de proteines est interrompu 
avant I'analyse. Des r6sultats identiques sont observes lorsque les cellules sont traitees 
avec du t-butyl hydroperoxyde (t-BOOH). 

25 Dans les extraits cellulaires non-trait6s par l'H202, la Tsal est en 

grande partie reduite et migre comme une bande double modifiee par I'AMS (Figures 
4c et 4d) ; et 15 minutes apihs traitement par H2O2, la Tsal migre comme des esp^ces 
singuUeres ou doubles modifiees par I'AMS, presentant un melange de formes reduite 
et oxydee selon un rapport d'environ 1:3. Apres une duree de 120 minutes de ce 

30 traitement, la Tsal est completement revenue k son etat initial, c'est k dire sous forme 
de doublet alkyie par I'AMS, mettant en evidence la reduction du sulfinate en Cys- 
SH. La reduction de la Tsal est differee comparativement k celle observee par 2D- 
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PAGE (Figure 4a), ce qui est probablement da & Tinhibition de la synliiese de 
prot6ines. 

Ces deux exp6riences montrent que la forme sur-oxyd6e de Tsal 
(acide sulfinique) est r^ductible en thiol libre dans une souche sauvage et que la 
5 presence de Srxl est indispensable a cette reduction. 

Exemple 3 : Identification d'une proteine de 13 kDa chez & cerevisiae h€e h une 
Prx par pent disulfure (figure 7). 

3.1 Materiel et Methodes (voir exemple 1) 

(A) Des cellules contenant une copie 6tiquetee (HA) de la prot6ine 
10 Srxl sent trait^es par 500 \iM d*H202 pendant 1 5 minutes. Les prot^ines sont extraites 

selon une m^thode permettant la conservation de Tetat redox intracellulaire des thiols 
(voir exemple 1) puis s6par6es sur gel SDS-PAGE en conditions reductrices pour les 
cellules de la souche sauvage (WT) contenant une copie 6tiquet6e (HA) de la prot6ine 
Srxl ^iste 1) et en conditions non-r^ductrices pour les cellules de souche sauvage 
15 (WT) (piste 2), la souche mutante Atsal portant \me copie 6tiquetee du gene SRXl 
(piste 3), et la souche AsrxJ portant une copie etiquette du gene SRXl ayant subi une 
mutation C84S (piste 4) ; les poids moleculaires de r6f6rences (MW) sont exprimfe en 
kDa. 

(B) la proteine Srxl est purifiee dans les conditions natives grSce k 
20 une Etiquette 6His, a partir de cellules Atrrl trait^es pendant 5 minutes avec 5 mM de 

H2O2 ; les prot^ines purifites sont ensuite s6par6es sur gel SDS-PAGE r^ducteur ou 
non-r^ducteur. L'identification des difSSrentes prot^ines indiqu^es a 6t6 r€alis6e par 
spectrom6trie de masse ; les prot6ines purifiee s6par6es dans des conditions non- 
r6ductrices et reductrices proviennent de la souche mutante AtrrJ contenant une copie 
25 du gfene SRXl (puits n°l et 3), et de la souche mutante J/rricontenant une copie 
etiquette (HA) du gfene SRXl (puits n°2 et 4), les poids moleculaires de references 
(MW) sont exprimds en kDa. 

3.2 Resultats 

La figure 7a met en Evidence Texistence d'un pont disulfure inter- 
30 moieculaire entre Tsal et Srxl, impliquant la cysteine conservee (Cys84) de Srxl 
(voir figures 2 et 3). 
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EUe montre en outre que Srxl peut se trouver sous deux formes : un 
monomSre de 13 kDa et un multimfere de 55 kDa \i6 par pont disulfure (Figure 7a, 
piste 2). 

La figure 7b illustre le fait que la copurification des Tsal, Tsa2 et 
5 Ahpl montre que Srxl interagit avec trois des cinq peroxyr^doxines existant chez la 
levure et que Tinteraction avec Tsal peut 6tre redox on non covalente. 

De maniere plus precise, le mat6riau non-r6duit purifi^ contient 
plusieurs bandes majeures de tailles de 80, 55, 40, 35, 20 et 13 kDa (Figure 7b) qui se 
limitent a 2 bandes principales de 13 et 20 kDa et une bande mineure de 18 kDa apr^s 
10 reduction (dernier puits). La spectrom6trie de masse de type MALDI-TOF appliqu6 
sur le mat6riau r^duit a permis d'identifier les prot^ines Srxl, Tsal et la prot^ine 
Ahpl qui est la seconde 2-Cys Prx majeure de levure, dans les bandes respectivement 
de 13, 20 et 18 kDa. La Tsa2, qui est une troisi&me 2-Cys Prx, est aussi pr6sente sous 
forme de traces dans la bande de 20 kDa. L'analyse par spectrom6trie de masse de 
15 lysat non-reduit a permis d'identifier h la fois la prot6ine Tsal et la prot6ine Srxl dans 
la bande de 55 kDa, probablement sous forme d'h^terotrimeres li^s par pont disulfure 
contenant 2 molecules de Tsal. Cette analyse a permis 6galement de detecter la pre- 
sence de la prot^ine Tsal dans les bandes de 40, 35 et 20 kDa, probablement sous 
forme de dimeres et de monomeres li6s par pont disulfure. L' association des proteines 
20 Srxl et Tsal , qui sont li6es par pont disulfure, est confirmee par immimod6tection au 
cours de laquelle la bande de 55 kDa contenant la prot6ine Srxl n'est pas d6tect6e 
dans les lysats trait6s par H2O2 provenant de la souche Atsal d6pourvue du gene 
TSAL Ces r6sultats montrent que la Srxl est fortement induite par H2O2 et s'associe 
avec la Tsal de fa9on non-covalente sous forme d'h^t^romeres li6s par pont disulfure. 
25 La prot6ine Srxl s'associe aussi avec 2 autres Prx : Ahpl et Tsa2, 

mais son association est mineure dans les conditions test6es. 
Exemple 4 : La fonction Srxl est li^e h I'activit^ peroxydase et k Tsal. 
4.1. Materiel et M£thodes 
4.1.1 Materiel 

30 La souche sauvage et les deux souches mutantes Atsal et Asrxl sont 

celles d^j^i decrites a TExemple 1. 
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4.1.2 M^thndfts 

Les tests de sensibility des souches sauvage et mutantes au t-BOOH 
et au H2O2 sont effectu6s conune suit (voir 6galement example 1) : 

- Test de sensibility au tBOOH ou k rH202 
5 Des cellules sauvages ou invalid^es pour le g^ne SRXl sont ddpo- 

s^es sur des boites de P^tri contenant des concentrations croissantes de peroxyde 
d'hydrogene (H2O2) ou de t-butyl hydroperoxyde (tBOOH). La croissance des cellules 
est observ^e aprfes 48 heures d'incubation h 30°C. 

" Extraction des prot6ines tout en prdservant leur ^tat redox 
10 cellulaire (voir exemple 1). 

4:2. R&ultats 

Les Figures 5a et 5b montrent que la souche invalid6e pour le ghne 
SRXl pr6sente une hypersensibilit^ au peroxyde. 

La figure 6 montre ^galement que la prot^ine Srxl est n^cessaire k la 
1 5 resistance contre le stress au peroxyde. 

En particulier, cette figure 6 montre que la surexpression de TSAl 
corrige totalement le d^faut de resistance de la souche Asrxl montrant que cette sensi- 
biUte est due k un d6faut d'activite peroxydase. La surexpression de SRXl dans une 
levure Atsal n'a aucun effet, contrairement h la m&ne surexpression dans une souche 

20 sauvage. Ceci montre que la presence de Tsal est indispensable a la fonction de Srxl . 

La fonction du gdne SRXl est li^e au ghne TSAl. La surexpression 
de TSAl restaure le d^faut de tolerance au H2O2 et au t-BOOH dans la souche Atsal, 
mais la surexpression du gdne SRXl ne provoque aucun effet de ce genre dans la 
souche Atsal , bien qu'elle augmente leg^rement la tolerance de la souche sauvage au 

25 t-BOOH. Ces donn^es indiquent que Srxl agit par I'intermediaire de Tsal, alors que 
la surexpression de Tsal pent compenser un d6faut en prot6ine Srxl. 

La substitution en serine de Cys84 (Sncl^y^^^S) supprime compl^te- 
ment la fonction de la Srxl dans la tolerance au peroxyde d'hydrogene (Figure 5a) et 
la formation de pont disulfiire Srxl-Tsal, indiquant que cette liaison est essentielle 

30 pour la fonction de Srxl et est due k la Cys84. 
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Pxemple 5 : L'ATP est n^cessaire pour riduire la forme Cys-SOzH de la Tsal. 

5.1 Mat6riel et M^thodes 

Voir Exemple 1 , 

5.2 R^sultats 

5 Afin d'etudier plus en details la reduction de la fonne Cys-SC^H de 

la Tsal par Srxl, la prot^ine Srxl recombinante exprim^e par baculovirus a 6t6 
produite. EUe montre que la Srxl purifi6e permet la reduction de la forme SOjH de la 
Tsal purifi6e, et que cette reduction se produit seulement en presence d'ATP et de 
lysats provenant de cellules de type sauvage (Figure 8). Ces domiees montrent que 

10 Srxl catalyse la reduction de la forme sulfinate de la Tsal . 

En effet, la prot6ine Srxl permet la reduction de la forme Cys-SOaH 
de la prot6ine Tsal pr^sente dans les lysats des cellules ASixl trait^es k H2O2 selon 
une mani6re dose-d6pendante, seulement lorsque I'ATP est ajout6 (Figure 8a et b). Le 
GTP et I'AMP-PNP, qui est un homologue de I'ATP non-hydrolysable, n'a aucun 

15 effet sur la catalyse. L'ajout d'EDTA au lysat inhibe la reduction de la Tsal Srxl- 
dependante et la r^introduction de Mg"^ ou de Mn"^ mais pas de Fe"^, Ca"^, Cu"^, ou 
Zn^, restaure la reduction. Finalement, la Srxl purifi6e r6duit compl^tement la forme 
Tsal purifi^e et oxyd^e in vitro en presence d'ATP, de Mg"^ ou de Mn^ et de DTT 
(Figure 8c), demontrant que la Srxl elle-m6me catalyse la r6duction de la forme Cys- 

20 SO2 en la forme Cys-SH. Le coiq?lage d'hydrolyse de I'ATP et le besoin sp6cifique en 
Mg^ ou Mn^ suggferent fortement que la phosphorylation du substrat est r6alis6e par 
la Srxl, comme 6tant une 6tape dans le processus r^ducteur de Cys-SC^H, bien qu'un 
interm^diaire n'ait pas encore 6t6 d6tect6, probablement a cause de la nature haute- 
ment instable de celui-ci. La liaison disulfure entre Srxl et Tsal suggfere aussi qu'un 

25 m^canisme fonctionnant k base de groupe thiol existe comme 6tant une autre etape 
dans ce processus. L'activit6 des mutants Srxl a 6t6 testae par la substitution de 
chacune de ses 3 cysteines. La substitution de la Cys84 (Srxl^y**''^), qui est conserv^e 
parmi les homologues de la Srxl chez d'autres exikaryotes supprime totalement la 
formation du pont disulfure entre Srxl et Tsal et la reduction de la fonne Cys-SOaH 

30 de la Tsal, alors que les autres mutants cysteine ne pr6sentent aucun effet pour la 
gjjjjCysiofis ^ g^g^ mineur pour la Srxl^^'"'^^. Ces donn6es indiquent que la Uaison 
Srxl -Tsal provient de Cys84 de la Srxl et qu'elle est essentielle pour la reduction de 
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la Tsa Cys-SOzH m^di^e par la Srxl. La substitution de la Cys84 en serine supprime 
aussi le rdle de la Srxl in vivo dans la tolerance au peroxyde d'hydrog^ne, indiquant 
de plus que la reduction Srxl -d^pendante de la Tsal Cys-SOaH est importante pour 
que la peroxydase fonctionne. 

L'acide sulfinique des cysteines dans les prot6ines ne pent pas 6tre 
r6duit par des r^ducteurs mono- ou dithiol. 

Le m6canisme d'action suivant est proposd : 

La sulfiredoxine catalyse cette reduction selon un processus k multi- 
stapes en agissant a la fois comme une phosphotransferase sp6cifique et comme une 
thioltransferase (Figure 8). La reduction de l'acide sulfinique de la cysteine n6cessite 
vraisemblablement son activation initiale, qui pent Stre rSalisSe par formation d'un 
ester sulfinique phosphoryl6, comme le besoin en ATP et en Mg^ I'indique. Cette 
modification permet I'attaque du r6sidu suUure par la cysteine au site active de la 
Srxl, puis la formation temporaire d'un thiolsufinate intermoleculaire entre Srxl et 
15 Tsal. Le thiolsulfinate existe au cours du stress oxydatif et est accessible a la rSduc 
tion thiol-dSpendante. Ainsi, une fois forme, le thiolsulfinate entre Srxlet Tsal est 
converti en deux Cys-SH par des ^changes thiol-r6dox successifs impliquant initiale- 
ment le clivage rSducteur du pont thiolsulfinate en un sulfonate et en un pont disulfure 
grace aux 61ectrons foumis par le DTT in vitro et probablement par la thiorSdoxme in 
20 vivo. 

Exemple 6 ; Identification de la sulfiredoxine humaine (hSrxl) et mise en 
Evidence de son activite catalytique. 

6.1. Materiel et m^thodes 

Le g^e hSrx (SEQ ID NO :4) a €t6 c\on€ par PGR k partn: d'ADNc 
pr6par6s par rStrotranscription k partir de cellules d'une lignSe humaine tumorale 
MCF-7, en utilisant les oligonucleotides : 
TTAATTGAATTCATGGGGCTGCGTGCAGGAGG (SEQ ID NO :13) et 

TTTTCCTTTTGCGGCCGCCTACTACTGCAAGTCTGGTGTGGATG (SEQ ID 
NO :14) 

La sequence codante hSrxl a 6t6 clonic dans le vecteur pFastBacl 
anvitrogen) puis exprimSe dans des cellules d'insecte High Five (voir exemple 1, 
point 1.4). 
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Le lysat des cellules High Five surejqprimant hSrxl a et6 utilise in 
vitro pour tester son activity de reduction des peroxyr^doxines humaines Prxl et Prx2 
suroxyd6es dans la forme acide sulfinique (Figure 9). 6HIS-Prxl et 6HIS-Prx2 ont 6te 
exprim^s, purifi6s et suroxyd6s selon la m6me m^thode que la Tsal de chez S. 
5 cerevisiae. Le protocole et la m^thode sont identiques k ceux de I'exemple 1 (points 
1.3 etl.4). 

6.2. R^sultats 

La figure 9 illustre les r6sultats obtenus et montre la capacity de la 
hSrxl, exprim6e k partir du Baculovirus dans les cellules High Five, k r^iuire les 
10 peroxyr6doxines humaines 6His-Prxl et 6His-Prx2 suroxyd^es dans la forme cysteine 
acide sulfinique.. Cette reduction n&essite la presence des cofacteurs ATP (1 mM) et 
Mg-H- (1 mM) et le dithiotreitol (2 mM). 

Les extraits de Baculovirus expriment soit hSrxl (h Srx), soit la 
prot^ine Taul38 (control). La m^thode et le protocole de cette experience sont 
1 5 identiques h ceux iM:6cis6s h I'exemple 5 . 

Ainsi que cela ressort de ce qui pr^cdde, I'invention ne se limite 
nuUement k ceux de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et d'application qui 
viennent d'etre d^crits de fa^on plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
variantes qui peuvent venir k I'esprit du technicien en la matiSre, sans s'^carter du 
20 cadre, ni de la port^e, de la prdsente invention. 
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REVENDICATTONS 
1*) Utilisation d'une protdine d6nomm6e sulfir^doxine (Srx), qui 
comprend au moins un site catalytique pr6sentant le motif suivant : FXGCHR, avec 
X= G ou S, pour catalyser la reduction des peroxyr^doxines (Prxs) sous leur forme 
super-oxyd^e Prx-Cysp-SOiH (peroxyr^doxine cyst6ine acide sulfinique) en d6riv6 
thiol (SH). 

2°) Utilisation selon la revendication 1, caracteris6e en ce que ladite 
sulfu:6doxine est une sulfir^doxine de microorganisme, de plante ou d'organisme 
sup6rieur. qui comprend g6n6ralement entre 80 et 170 acides amines et au moins le 
site catalytique pr^sentant le motif suivant : FXGCHR, avec X= G ou S ainsi que les 
pourcentages d'identit^ et de similarity suivants : 

. levure/homme : 31 % d'identit6 et 67 % de similarity 
. levure/plantes : 23 % d'identite et 39 % de similarity 
. levure/souris : 31 % d'identity et 51 % de similarity 
. levure/champignons : 80 % d'identity et 90 % de similarity. 
3°) Utilisation selon la revendication 1 ou la revendication 2, carac- 
tyrisye en ce que ladite sulfu-ydoxine est notamment syiectionnye parmi les protyines 
dont les sequences correspondent respectivement aux syquences SEQ ID NO : 1 a 10. 

4°) Peptide isoiy, correspondant au site catalytique de la Srx, telle 
que dyfinie aux revendications 1 k 3, caractyrisy en ce qu'il est dyfini par la syquence 
suivante : FXGCHR, avec X= S. 

5°) Mydicament, caractyrisy en ce qu'il comprend une quantity effi- 
cace d'une protyine dyfinie par une syquence syiectionnye dans le groupe constituy par 
les syquences SEQ ID NO : 1-3 et 5-10 et yventuellement au moins un excipient 
25 pharmaceutiquement acceptable. 

6°) Utilisation d'une protyine telle que dyfinie aux revendications 1 
k 3, pour la pryparation d'un mydicament antioxydant destine k traiter les cancers, les 
troubles neurodygynyratifs et les maladies neuromusculaires, dans lesquels I'on 
observe une dyfaillance du systdme antioxydant Prx/Srx. 

7°) Procydy de dypistage de maladies Iiyes au cancer, au vieillisse- 
ment, aux maladies neurodygynyratives et aux maladies neuromusculaires, lequel 
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proc6d6 est caract6ris6 en ce quMl comprend, pour ^valuer Timplication du syst^me 
antioxydant Prx/Srx : 

(1) la mise en contact in vitro des cellules d'xm ^chantillon 
biologique avec du peroxyde d'hydrogdne (H2O2) 
5 (2) la detection de la Prx-Cysp-SOiH form6e, entre 1 heure et 4 

heures aprfes ladite mise en contact selon T^tape (1), et 

(3) r^tablissement du rapport des quantit^s de Prx-Cysp-S02H et de 
Prx-Cysp-SH, a partir de 4 heures apres ladite mise en contact selon Tetape (1). 

8^) Proc6d^ de d^pistage de maladies li^es au cancer, au vieillisse- 
10 ment, aux maladies neurodegeneratives et des maladies neuromusculaires, lequel 
procede est caract6ris6 en ce qu'il comprend le g^notypage de la sulfiredoxine, k partir 
de TARN total d'un echantillon biologique convenable, notamment des cellules 
sanguines, conformement aux etapes suivantes : 

(1) I'extraction de TARN total, k partir dudit echantillon biologique, 
15 (2) la preparation d'ADNc specifique de la sulfiredoxine, par ampli- 

fication de I'ARN a Paide des deux amorces suivantes : 

GTCCCGCGGCGGCGGCGACG (SEQ ID NO :11) 
AGCAGGTGCCAAGGAGGCTG (SEQ ID NO :12), 
ces sequences etant situees respectivement en amont et en aval de I'ORF de la sulfi- 
20 redoxine humaine (GenBank n"* AAH47707), 

(3) retablissement de sa sequence nucieotidique et 

(4) la comparaison par rapport h une sequence d'ADN codant pour 
une proteine Srx, telle que definie ci-dessus, issue de la mSme espece que celle de 
I'echantillon biologique k analyser. 

25 9°) Precede de depistage de maladies liees au cancer, au vieillisse- 

ment, aux maladies neurodegeneratives et aux maladies neuromusculaires, lequel 
procede est caracterise en ce qu'il compren d la quantification relative, par tout moyen 
approijrie, de 1' ARNm codant pour la sulferidoxine humaine k partir des ADNc totaux 
prepares a partir d'lm echantillon biologique humain, par comparaison avec un echan- 

30 tillon de reference. 

10°) Procede selon la revendication 9, caracterise en ce que ladite 
quantification comprend ; 
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(al) la pr6paration d'ADNc k partir de I'ARN total par transcription 
inverse avec des amorces appropri^es et notamment des amorces aleatoires hexa- 
nuclSotidiques ; 

(a2) Tamplification dudit ADNc en presence de la paire d'amorces ; 
5 GTCCCGCGGCGGCGGCGACG (SEQ ID NO :11) 

AGCAGGTGCCAAGGAGGCTG (SEQ ID NO :12), 
en pr6sence d'un reporter fluorescent et de fa9on simultan6e ou 

s6quentielle, 

(a3) la detection de la quantity de I'amplimSre (ou amplicon) par 
1 0 mesure du signal fluorescent. 

11°) Proc6d6 selon la revendication 10, caract6ris6 en ce que le 
reporter fluorescent est s61ectionn6 dans le groupe constitu^ par des agents se liant h 
I'ADN double-brin et des sondes fluorescentes. 

12") Proc6d6 selon la revendication 10 ou la revendication 11, carac- 
t^rise en ce que lorsque ledit reporter fluorescent est une sonde, il est de pr6f6rence 
s61ectionn6 dans le groupe constitu6 par les sondes ddfinies par les sequences 
suivantes : 

TTAATTGAATTCATGGGGCTGCGTGCAGGAGG (SEQ ID NO :13) et 

TTTTCCTTTTGCGGCCGCCTACTACTGCAAGTCTGGTGTGGATG (SEQ ID 
20 NO :14). 

13°) Proc6d6 de d6pistage de maladies li^es au cancer, au vieilUsse- 
ment, aux maladies neurodegeneratives et aux maladies neuromusculaires, lequel 
proc6d6 est caract6ris6 en ce qu'il comprend : 

- I'immunodetection de la prot^ine Stx dans un ^chantillon biologique 
25 k tester, 4 1'aide d'un anticorps obtenu par immunisation convenable d'un animal avec 

une proteine Six ou le peptide FXGCHR, avec X=G ou S. apres separation des 
proteines totales par eiectrophorese, puis 

- revaluation de la qualite et de la quantite de ladite proteine Srx par 
rapport h une proteine Srx contrdle. 

14°) Utilisation de la sequence codant pour une proteine Srx, telle 
que definie aux revendications 1 a 3, pour I'obtention de plantes dont les capacites de 
resistance au stress sont significativement augmentees. 
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15®) Cellules hStes, caract6ris6es en ce qu'elles sont transfonn6es 
par un vectexir recombinant contenant line sequence codant pour une proline Srx, 
d^finie par une sequence s61ectionn6e dans le groupe constitu6 par les sequences SEQ 
IDNO:l-3, 5, 6 et 8-10. 
5 16°) Cellule h6te selon la revendication 15, caract6ris6e en ce 

qu'elle est constitute par une souche de S. cerevisiae modifiee par un vecteur 
surexprimant le gene SRXl . 

17°) Cellule h6te selon la revendication 15, caract6ris6e en ce 
qu'elle est constitute par une cellule de matmniffere modifi6e par un vecteur 
1 0 surexprimant le gfene hSrx 1 . 

18°) Cellule h6te selon Tune quelconque des revendications 15 & 17, 
caracttrisde en ce que ledit vecteur est avantageusement un vecteur navette E, coUIS. 
cerevisiae comprenant au niveau d'un site de clonage EcoRI, la sequence codant pour 
la prot6ine Srx et le promoteur du ghne Srx. 
15 19°) Proc6d6 de criblage de medicaments aptes a moduler T activity 

du systfeme antioxydant Prx/Srx, caract6ris6 en ce qu'il comprend : 

(1) la mise en contact de la substance k cribler avec des cellules 
botes selon Tvine quelconque des revendications 15 a 18, en presence de peroxyde 
d'hydrog^ne 

20 (2) la detection de la Prx-Cysp-S02H form6e, entre 1 heure et 4 

heures apres ladite mise en contact selon Tttape (1), 

(3) rttablissement du rapport des quantitts de Prx-Cysp-SOaH et de 
Prx-Cysp-SH, k partir de 4 heures aprfes ladite mise en contact selon Tttape (1). 

20°) Proc6d6 de criblage de medicaments utiles dans le traitement 
25 des cancers, des maladies neurodegeneratives et des maladies neuromusculaires, lies h 
une defaillance du systfeme antioxydant Prx/Srx, caracteris6 en ce qu'il comprend : 

a) la mise en contact de la substance a tester avec un extrait de 
cellules botes selon Tune quelconque des revendications 15 & 18 ou im echantillon 
biologique d'un animal transgenique non humain, notanmient des sotiris, s61ectionne 
30 dans le groupe constitue par des animaux dans lesquels le gene de la proteine Srx est 
invalide et des animaux dans lesquels le gene de la proteine Srx est surexprime, en 
presence de peroxyde d*hydrogene. 



wo 2005/005627 



PCT/FR2004/001727 



28 

b) la mesure par tout moyeix appropri^, de l'activit6 antioxydante du 
i^st&ne Prx/Srx du melange obtenu en a), et 

c) la selection des substances capables de stirauler ou d'inhiber ladite 

activity. 

5 21°) Procdd6 selon la revendication 20, caract6ris6 en ce que la 

mesme de ladite activit6 est notamment effectu^e par la detection de la Prx-Cysp- 
SO2H fonn^e, entre 1 heure et 4 heures aprds ladite mise en contact selon l'6tape (a) et 
I'etablissement du rapport des quantit6s de Pix-Cysp-SOaH et de Prx-Cysp-SH, k partir 
de 4 heures aprds ladite mise en contact selon T^tape (a). 

22*) Proced6 de criblage de medicaments utiles dans le traitement 
des cancers, des maladies neurod6g6n6ratives et des maladies neuromusculaires, li6s a 
une d6faillance du systtoie antioxydant Prx/Srx, caract6ris6 en ce qu'il comprend : 

(1) la mise en contact de la substance k cribler avec des mammiftres 
transgdniques non-humains, notamment des souris, saectionn6 dans le groupe consti- 

15 tu^ par des animaux dans lesquels le gene de la prot6ine Srx est invalid^ et des 
animaux dans lesquels le gene de prot^ine Srx est surexprim6, et 

(2) la mesure de la survie de I'animal. 

23°) Anticorps anti-Srx, caract6ris6s en ce qu'ils sont obtenus par 
immunisation convenable d'un animal avec une prot^ine Srx, d^finie par une sequence 
20 s^lectionnee dans le groupe constitu6 par les sequences SEQ ID NO :l-3, 5, 6 et 8-10 
ou le peptide FXGCHR, avec X = S selon la revendication 4. 

24°) Proc6d6 de reduction d'un produit comprenant au moins deux 
cysteines k activity redox, lequel proc^d^ est caract6ris6 en ce qu'il comprend la mise 
en contact de ladite prot^ine avec une sulfir6doxine (Srx), telle que d^finie aux reven- 
25 dications 1 ^ 3, qui comprend au moins un site catalytique pr6sentant le motif suivant : 
FXGCHR, avec X= G ou S, en presence d' ATP et de magn&ium. 

25°) Proc6d6 de synthase d'lm produit comprenant des r^sidus Cys- 
SH k partir de produits comportant des r^sidvis Cys-SOaH, caract6ris6 en ce qu'il 
comprend xme 6tape de reduction du produit comportant les r6sidus Cys-S02H en 
30 produit comprenant des r&idus Cys-SH, en presence d'une sulfir^doxine telle que 
d6finie aux revendications 1 k 3, d' ATP et de magnesium. 
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0263-100-SEQ.ST25 
SEQUENCE LISTING 

<110> COMMISARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE (CEA) 
TOLEDANO, Michel 
8ITEAU, Benoit 

<120> APPLICATIONS D'UNE NOUVELLE CLASSE D* ENZYMES: LES SULFIREDOXINES 

<130> F263/100PCT 

<150> FR 03/08212 
-cl51> 2003-07-04 

<160> 14 

<170> Patentin version 3.1 

<210> 1 
<211> 127 
<212> PRT 

<213> Saccharomyces cerevisiae 
<400> 1 

Met Ser Leu Gin Ser Asn Ser Val Lys Pro Thr Glu lie Pro Leu Ser 
15 10 15 

Glu He Arg Arg Pro Leu Ala Pro Val Leu Asp Pro Gin Lys He Asp 
20 25 30 

Ala Met val Ala Thr Met Lys Gly He Pro Thr Ala ser Lys Thr cys 
35 40 45 

Ser Leu Glu Gin Ala Glu Ala Ala Ala Ser Ala Gly Glu Leu Pro pro 
50 55 60 

Val Asp val Leu Gly Val Arg Val Lys Gly Gin Thr Leu Tyr Tyr Ala 
65 70 75 80 

Phe Gly Gly cys His Arg Leu Gin Ala Tyr Asp Arg Arg Ala Arg Glu 
85 90 95 

1/9 
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0263-100-SEQ.ST25 

Thr Gin Asn Ala Ala Phe Pro Val Arg cys Arg val Leu Pro Ala Thr 
100 105 110 

Pro Arg Gin He Arg Met Tyr Leu Gly ser ser Leu Asp He Glu 
115 120 125 

<210> 2 
<211> 120 
<212> PRT 

<213> Candida albicans 
<400> 2 

Met ser Met Tyr Thr Ser Arg Leu Ala Thr Glu Tyr val Pro Leu Ser 
5 10 15 

Glu He Lys Arg Pro lie Pro Pro val Leu Asp Tyr Gin Lys He Asp 
20 25 30 

Ala Met Leu ser Thr Leu Lys Gly val Pro Met Glu Ser Ala Thr cys 
35 40 45 

Lys Val Glu Asp He Thr Ala Gly Glu Leu pro Pro lie Asp Val Phe 
50 55 60 

Lys He Arg Glu Asn Gly Lys Asn Phe Tyr phe Ala Phe Gly Gly Cys 
65 70 75 80 

His Arg Phe Gin Ala Tyr Asp Arg He Ser Lys Glu Thr Glu Lys Glu 
85 90 95 

val Met Val Lys Ser Arg lie Leu pro Ala Thr Arg Lys ser Leu Arg 
100 105 110 

lie Tyr Leu Gly Ala Ser Val Asp 
115 120 

<210> 3 
<211> 124 
•«:212> PRT 

<213> schizosaccharomyces pombe 
<400> 3 

Met Thr ser He His Thr Gly ser Asn Asn Asn He val Glu Leu Asp 
1 5 10 15 
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0263-100-SEQ.ST25 

Met ser Glu Leu lie Arg Pro lie Pro Pro Val Leu Asp Met Asn Lys 
20 25 30 

val Asn ser Met Met Glu Thr Met Thr Gly Lys Thr Pro Pro Ala Ser 
35 40 45 

Cys Gly Leu Thr Ser Glu Asp Leu Glu Ala Gly Glu Leu Pro pro Val 
50 55 60 

Asp Val Leu Thr Phe Lys Lys Ser Gly Lys Pro Tyr Tyr Phe Ala Phe 
65 70 75 80 

Gly Gly Cys His Arg Leu Arg Ala His Asp Glu Ala Gly Arg Lys Lys 
85 90 95 

Val Arg Cys Lys Leu Val Asn Cys ser Pro Asn Thr Leu Arg Leu Tyr 
100 105 110 

Leu Gly Ala Ser Ala Asn Lys Phe Leu Asp ser Asp 
115 120 

<210> 4 

<211> 137 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 4 

Met Gly Leu Arg Ala Gly Gly Thr Leu Gly Arg Ala Gly Ala Gly Arg 
15 10 15 

Gly Ala Pro Glu Gly Pro Gly Pro ser Gly Gly Ala Gin Gly Gly ser 
20 25 30 

lie His ser Gly Arg He Ala Ala Val His Asn val Pro Leu Ser Val 
35 40 45 

Leu He Arg pro Leu Pro Ser val Leu Asp Pro Ala Lys Val Gin ser 
50 55 60 

Leu Val Asp Thr lie Arg Glu Asp Pro Asp Ser Val Pro Pro He Asp 
65 70 75 80 

Val Leu Trp lie Lys Gly Ala Gin Gly Gly Asp Tyr Phe Tyr ser Phe 
85 90 95 

Gly Gly cys His Arg Tyr Ala Ala Tyr Gin Gin Leu Gin Arg Glu Thr 
100 105 110 
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0263-100-SEQ.ST25 

lie Pro Ala Lys Leu val Gin ser Thr Leu ser Asp Leu Arg val Tyr 
115 120 125 

Leu Gly Ala Ser Thr Pro Asp Leu Gin 
130 135 

<210> 5 

<211> 136 

<212> PRT 

<213> Mus musculus 

<400> 5 

Met Gly Leu Arg Ala Gly Gly Ala Leu Arg Arg Ala Gly Ala Gly Pro 
15 10 15 

Gly Ala Pro val Val His Gly Pro Gly Gly Ala Gin Gly Gly ser lie 
20 25 30 

His Ser Gly cys lie Ala Thr val His Asn val Pro lie Ala Val Leu 
35 40 45 

lie Arg Pro Leu Pro ser Val Leu Asp Pro Ala Lys val Gin ser Leu 
50 55 60 

val Asp Thr lie Leu Ala Asp Pro Asp Ser val Pro Pro He Asp val 
65 70 75 80 

Leu Trp He Lys Gly Ala Gin Gly Gly Asp Tyr Tyr Tyr Ser Phe Gly 
85 90 95 

Gly cys His Arg Tyr Ala Ala Tyr Gin Gin Leu Gin Arg Glu Thr He 
100 105 110 

Pro Ala Lys Leu val Arg Ser Thr Leu Ser Asp Leu Arg Met Tyr Leu 
115 120 125 

Gly Ala Ser Thr Pro Asp Leu Gin 
130 *^ 135 

<210> 6 

<211> 162 

<212> PRT 

<213> Drosophila melanogaster 
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0263-100-SEQ.ST25 

<400> 6 

Met Glu Phe He Ser His Phe Leu Arg Ala Thr Ser Arg Arg Thr Ala 
1 5 10 "is 

Ala Leu Gly Pro He Leu Gin Arg Asn Arg Ser Glu He lie Gin Lys 
20 25 30 

Gin Ser Leu Thr Asn Arg Gin Ala Phe Arg Arg Tyr Arg Ser ser cys 
35 40 45 

ser Thr Met Asp Thr Thr Val His ser Ala Gly lie Asp Glu Thr His 
50 55 60 

Leu val Pro Met ser Val He Gin Arg Pro He Pro Ser val Leu Asp 
65 70 75 80 

Glu Gin Lys Val Gin ser Leu Met Glu Thr lie Lys Asn Glu Thr Ser 
85 90 95 

Glu Asp Glu val Pro Pro lie Asp Leu Leu Trp ile ser Gly Ser Glu 
100 105 110 

Gly Gly Asp Tyr Tyr Phe Ser Phe Gly Gly Cys His Arg Phe Glu Ala 
115 120 125 

VX5 '^^^ Arg Pro Thr He Lys Ala Lys Leu Val Lys Ser 

130 135 140 

Thr Leu Gly Asp Leu Tyr His Tyr Met Gly ser ser Ala Pro Lys Tyr 
145 150 155 150 

Leu Ala 



<210> 7 
<211> 125 
<212> PRT 

<213> Arabidopsis thai i ana 
<400> 7 

Met Ala Asn Leu Met Met Arg Leu Pro He Ser Leu Arg Ser Phe ser 
15 10 15 

Val Ser Ala ser ser ser Asn Gly ser Pro pro val He Gly Gly ser 
20 25 30 

ser Gly Gly val Gly Pro Met He Val Glu Leu pro Leu Glu Lys He 
35 40 45 
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0263-100-SEQ.ST25 

Arg Arg Pro Leu Met Arg Thr Arg Ser Asn Asp Gin Asn Lys val Lys 
50 55 60 

Glu Leu Met Asp Ser He Arg Gin He Gly Leu Gin Val Pro He Asp 
65 70 75 80 

val lie Glu val Asp Gly Thr Tyr Tyr Gly Phe Ser Gly cys His Arg 
85 90 95 

Tyr Glu Ala His Gin Lys Leu Gly Leu Pro Thr lie Arg cys Lys lie 
100 105 110 

Arg Lys Gly Thr Lys Glu Thr Leu Arg His His Leu Arg 
115 120 125 

<210> 8 
<211> 86 
<212> PRT 

<213> Thermosynechococcus elongatus 
<400> 8 

Met Arg val Leu Asp Leu pro Leu Asn Ala lie Arg Arg Pro Leu Val 
15 10 15 

Arg Gin Thr Asp Pro Ala Lys val Ala Ala Leu Met Ala ser He Ala 
20 25 30 

Glu lie Gly Gin Gin Glu Pro lie Asp val Leu Glu val Glu Gly His 
35 40 45 

Tyr Tyr Gly Phe ser Gly Cys His Arg Tyr Glu Ala Cys Gin Arg Leu 
50 55 60 

Gly Leu Pro Thr He Arg Ala Arg val Arg Arg Ala Pro Arg ser Val 
65 70 75 80 

Leu Asn Leu His Leu Ala 
85 

<210> 9 
<211> 87 
<212> PRT 
<213> Nostoc sp 
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0263 -100-SEQ • ST2 5 

<400> 9 

Met Val Arg Val Gin Glu lie Pro Leu Asn Gin lie Arg Arg pro Leu 
15 10 15 

Pro Arg Gly Asn Asp Pro Tyr Lys Val Gin Ala Leu Met Glu ser lie 
20 25 30 

Ala Ala He Gly Gin Gin Glu Pro He Asp Val Leu Glu val Asp Gly 
35 40 45 

Gin Tyr Tyr Gly Phe Ser Gly Cys His Arg Tyr Glu Ala cys Gin Arg 
50 55 60 

Leu Gly Lys Glu Thr He Leu Ala Arg Val Arg Lys Ala Pro Arg ser 
65 70 75 80 

val Leu Lys Met His Leu Ala 
85 

<210> 10 

<211> 141 

<212> PRT 

<213> Oryza sativa 



<400> 10 

Met Ala Ala ser Gly Phe Leu Leu Arg Cys Pro Ala Ala Pro ser Ala 
15 10 15 

Val Pro Leu Trp Gly Arg Ser Gly Arg Gly Gly Gly Gly Gly Leu Ala 
20 25 30 

Phe Ser Ala ser ser Ser Asn Gly Ala Ala Val Pro ser ser Leu ser 
35 40 45 

Asp Ser Glu Lys Lys Gly Pro val val Met Glu lie Pro Leu Asp Lys 
50 55 60 

lie Arg Arg Pro Leu Met Arg Thr Arg Ala Asn Asp Pro Ala Lys Val 
65 70 75 80 

Gin Glu Leu Met Asp ser He Arg val lie Gly Leu Gin val Pro lie 
85 90 95 

Asp Val Leu Glu val Asp Gly Val Tyr Tyr Gly Phe Ser Gly cys His 
100 105 110 

Arg Tyr Glu Ala His Gin Arg Leu Gly Leu Pro Thr lie Arg Cys Lys 
115 120 125 
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0263-100-SEQ.ST25 

Val Arg Arg Gly Thr Lys Glu Thr Leu Arg lie Gly cys 
130 135 140 

<210> 11 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 11 

gtcccgcggc ggcggcgacg 20 

<210> 12 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PGR 

<400> 12 

agcaggtgcc aaggaggctg 20 



<210> 13 

<211> 32 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PGR 

<400> 13 

ttaattgaat tcatggggct gcgtgcagga gg 

<210> 14 

<211> 44 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



32 
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0263-100-SEQ.ST25 

<220> 

<223> amorce PCR 
<400> 14 

ttttcctttt gcggccgcct actactgcaa gtctggtgtg gatg 44 
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